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摘　要：本研究通过克隆人的ＰＲＤＭ１４基因，构建过表达ＰＲＤＭ１４的真核表达载体，转染ＮＣＩ－Ｈ１９７５细胞后
得到高表达ＰＲＤＭ１４的非小细胞肺癌细胞株。以人胚胎干细胞ｃＤＮＡ为模板，ＰＣＲ扩增ＰＲＤＭ１４基因编码序列，将
其插入ｐｃＤＮＡ３１真核表达载体，经双酶切和测序验证后，将重组质粒转染到ＮＣＩ－Ｈ１９７５肺癌细胞中，采用Ｗｅｓｔ
ｅｒｎｂｌｏｔ检测目的蛋白表达情况。结果表明，ｐｃＤＮＡ３１－ｐｒｄｍ１４重组载体构建成功，且目的蛋白能够在 ＮＣＩ－
Ｈ１９７５细胞中正常表达。构建的过表达ＰＲＤＭ１４非小细胞肺癌细胞株可以为后续研究该基因对非小细胞肺癌的调控
作用及非小细胞肺癌的靶向药物研究等提供实验材料。
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引言

伴随着全球老龄化加剧，世界范围内患癌

患者的人数不断上升，中国作为人口大国，无

论是患癌患者还是因癌症死亡的人数都不容小

觑。在世界卫生组织国际癌症研究机构发布的

２０２０年全球最新癌症负担数据中显示，２０２０年
全球癌症死亡病例９９６万例，其中中国新发癌
症４５７万人，将近占全球的２４％，而肺癌死亡
人数就高达１８０万例，远超其他癌症类型，位
居因癌症死亡人数第一。

根据病理组织不同，肺癌具体分为非小细

胞癌和小细胞癌两种。非小细胞肺癌约占所有

肺癌的８５％，主要分为腺癌、鳞状细胞癌和大
细胞癌三个亚型。与小细胞癌相比，非小细胞

肺癌癌细胞生长分裂较慢，扩散转移相对较晚，

因此约７５％的患者发现时已处于中晚期，５年

生存率不足３０％，手术治疗效果不理想，只能
进行以化疗为主的综合性治疗。

ＰＲＤＭ１４（正性调节区锌指蛋白 １４）作为
转录调节因子，是 ＰＲＤＭ家族成员之一，与细
胞的增殖调控、分化、发育等密切相关，癌症

以及一些其他疾病也与该因子异常有关。

ＰＲＤＭ１４在Ｎ端有１个ＰＲ结构域，在Ｃ端有６
个锌指结构，含有的 ＳＥＴ蛋白结构域已经检测
到组蛋白甲基转移酶活性，可以对靶基因的染

色质结构进行直接修饰，以此来实现基因的表

达调控 。

刘冰冰等研究发现随着肺癌细胞分化程度

的升高，ＰＲＤＭ１４的表达水平也升高，推测
ＰＲＤＭ１４在肺癌发生的早期起作用，促进细胞
增殖，在肺癌发展到严重分化不良时，可能由

于ＰＲ域的 ＣｐＧ岛甲基化使 ｍＲＮＡ表达受到抑
制，引起了其蛋白表达的下调。另利用 Ｗｅｓｔｅｒｎ
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ｂｌｏｔ技术检测了 ＰＲＤＭ１４蛋白在非小细胞肺癌
组织中的表达情况，结果显示 ＰＲＤＭ１４蛋白的
表达在肺鳞癌和腺癌中均高于癌旁正常组织，

而且与非小细胞癌的分化程度有关，这提示我

们ＰＲＤＭ１４在非小细胞肺癌早期起着重要的
作用。

Ｚｈａｎｇ等分析了手术切除后非小细胞肺癌病
人ＰＲＤＭ１４的表达水平与其预后的相关性。结
果显示ＰＲＤＭ１４在３５６５％的原发肿瘤样本中
表达增加，在３９６８％的伴有淋巴转移的样本
中表达增加，ＰＲＤＭ１４表达的增加与肿瘤细胞
的分化程度显著相关 （ｐ＝０００８）。因此，
ＰＲＤＭ１４可能成为非小细胞肺癌不良预后的潜
在生物标志物。

近年来精准医疗的快速发展，基因靶向治

疗是近年来新兴的治疗手段，具有特异性识别

肿瘤细胞并杀死肿瘤细胞，对其他细胞危害较

少等优点。靶向治疗为非小细胞癌提供了新的

治疗手段，ＰＲＤＭ１４基因有望成为非小细胞肺
癌早期诊断和预后评估的新靶点。

本研究通过克隆人 ＰＲＤＭ１４基因，构建真
核过表达载体后转染人的非小细胞肺癌细胞，

得到高表达 ＰＲＤＭ１４的非小细胞肺癌细胞株，
该细胞株不仅可以为后续非小细胞肺癌发生、

发展以及耐药性等相关研究提供实验材料，还

可以为后续靶向治疗非小细胞肺癌的方法探寻

奠定理论基础。

一、实验材料

（一）实验耗材

ＮＣＩ－Ｈ１９７５肺腺癌细胞系为中药与生物技
术实验教学中心细胞房冻存；无水乙醇、异丙

醇、１×ＴＢＥ缓冲液、６×ＬｏａｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ、氨苄
抗生素、ＬＢ培养基、ＤＭＥＭ培养基、胎牛血
清、０２５％胰蛋白酶、二甲基亚砜、１×ＴＢＳＴ、
脱脂奶粉、ｐｃＤＮＡ３１质粒和大肠杆菌ＤＨ５α感
受态细胞等均购自北京爱科嘉生物科技有限公

司。其余实验耗材见表１所列。

（二）主要仪器

实验使用的主要仪器见表２。

表
!

　实验耗材及品牌

名称 品牌

快速内切酶ＥｃｏＲⅠ、ＸｂａⅠ ＮＥＢ

２×ＴａｑＰＣＲｍｉｘ ＴＩＡＮＧＥＮ

２×ＳｕｐｅｒＰｆｘＭａｓｔｅｒｍｉｘ 康为世纪

ＧＡＰＤＨＭｏｕｓｅＭｏｎｏｃｌｏｎａｌＡｎｔｉｂｏｄｙ 碧云天

ＡｎｔｉｍｏｕｓｅＩｇＧＨＲＰ 碧云天

ＡｎｔｉＰＲＤＭ１４ Ａｂｃａｍ

彩虹１８０光谱蛋白ｍａｒｋｅｒ Ｓｏｌａｒｂｉｏ

Ｄ２０００ＤＮＡＬａｄｄｅｒＭａｒｋｅｒ Ｓｏｌａｒｂｉｏ

ＳｕｐｅｒｃｏｉｌｅｄＤＮＡＬａｄｄｅｒＭａｒｋｅｒ ＮＥＢ

Ｌｉｐｏ８０００ＴＭ转染试剂 碧云天

凝胶ＤＮＡ小量回收试剂盒 Ｍａｇｅｎ

去内毒素质粒大提试剂盒 Ｍａｇｅｎ

同源重组试剂盒 诺维赞

ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶制备试剂盒 康为世纪

表
"

　主要仪器及型号

仪器名称 厂家 型号

二氧化碳细 松下健康医疗 ＭＣＯ－５Ａ

胞培养箱 机械株式会社 ———

荧光显微镜 北京浩海科仪 ＳＨＢ－ＩＩＩ

赛洛捷克台式离心机 上海珂淮 ＤＭＯ４２

Ｓｉｇｍａ台式离心机 上海天放 ３Ｋ１５

凝胶成像仪 上海天能 Ｔａｎｏｎ１６００

ＰＣＲ仪 北京原平皓 ＳＢＴ９６１０－２３０Ｖ

显影仪 北京原平皓 Ｔａｎｏｎ５２００

紫外分光光度计 上海光谱仪器厂 ２０００ＵＶ

二、实验方法

（一）ＰＲＤＭ１４引物设计和基因扩增
在ＮＣＢＩ上获取人的 ＰＲＤＭ１４ｃＤＮＡ序列

（基因序列号：ＮＭ＿０２４５０４４），采用 Ｐｒｉｍｅｒ
Ｐｒｅｍｉｅｒ５０设计上游引物 Ｆ：５’ －ＴＡＧＴＣ
ＣＡＧＴＧＴＧＧＴＧＧＡＡＴＴＣＡＴＧＧＣＴＣＴＡＣＣＣＣＧ－３’
和下游引物 Ｒ：５’ －ＡＣＧＧＧＣＣＣＴＣＴＡＧＥＡＣ
ＴＡＧＴＡＧＴＣＴＴＣＡＴＧＡＡＡＣＴＴＣＡＴＧＴＧＧ－３’，引
物中含有载体同源臂序列。以人的胚胎干细胞
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ｃＤＮＡ为模板，通过ＰＣＲ扩增得到ＰＲＤＭ１４。
ＰＣＲ扩增条件：９５℃预变性 １０ｍｉｎ，９４℃

变性１５ｓ，５６℃退火５ｓ，７２℃延伸９０ｓ，循环
３０次，７２℃终延伸５ｍｉｎ。用１％的琼脂糖凝胶
电泳检测产物条带，参照 Ｍａｇｅｎ凝胶 ＤＮＡ小量
回收试剂盒的方法进行回收纯化。

（二）重组载体的构建

用ＥｃｏＲⅠ、ＸｂａⅠ双酶切ｐｃＤＮＡ３１载体质
粒，用胶回收试剂盒回收质粒并实行纯化。利

用诺维赞同源重组试剂盒，建立目的片段

ＰＲＤＭ１４与 ｐｃＤＮＡ３１载体的无缝克隆连接体
系，将连接产物转化至 ＤＨ５α感受态细胞，置
于氨苄抗性平板上，３７℃培养箱培养过夜，次
日挑选单克隆菌落，摇菌后进行菌液 ＰＣＲ检
测，选择经电泳验证条带正确的菌液送生物公

司测序。参照 Ｍａｇｅｎ去内毒素质粒大提试剂盒
进行质粒提取。

（三）质粒转染

取对数生长期的ＮＣＩ－Ｈ１９７５细胞接种于６
孔板中，待细胞密度达７０％－８０％时准备转染，
转染前换液。取一个洁净无菌离心管，向待转

染的六孔板中每孔的 ＮＣＩ－Ｈ１９７５细胞加入１２５

μＬ不含抗生素和血清的 ＤＭＥＭ培养液，加入
２５μＬ质粒ＤＮＡ，并用枪轻轻吹打混匀；再加
入４μＬＬｉｐｏ８０００ＴＭ转染试剂，用枪轻轻吹打混
匀后加入６孔板中，培养４８ｈ。设立空白对照
组、ｐｃＤＮＡ３１空载体对照组及 ｐｃＤＮＡ３１－
ｐｒｄｍ１４过表达组。

（四）Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ

用蛋白裂解液提取细胞蛋白质，１００℃水浴
１０ｍｉｎ，使其变性后进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ检测，电
转移至ＰＶＤＦ膜上，用５％脱脂奶粉室温封闭１
ｈ，用一抗稀释液以 １∶４０００比例稀释 ＧＡＰＤＨ
ＭｏｕｓｅＭｏｎｏｃｌｏｎａｌＡｎｔｉｂｏｄｙ和 Ａｎｔｉ－ＰＲＤＭ１４，
４℃孵育过夜；ＴＢＳＴ洗膜３次，每次５ｍｉｎ；再
加以１∶４０００比例稀释的辣根过氧化物酶标记
山羊抗小鼠 ＩｇＧ二抗，室温轻摇１ｈ；ＴＢＳＴ洗

膜３次，每次５ｍｉｎ；采用化学发光法显色，将
发光液 Ａ和 Ｂ按等体积混合，均匀滴加在
ＰＶＤＦ膜上，孵育１ｍｉｎ，在显影仪中进行显影
并拍照。

三、实验结果

（一）ＰＣＲ扩增ＰＲＤＭ１４基因电泳结果
人的ＰＲＤＭ１４ＣＤＳ全长为１７１６ｂｐ，ＰＣＲ产

物经琼脂糖凝胶电泳检测结果如图１所示，条
带大小与预期大小一致，可以进行胶回收纯化，

得到目的基因片段。

图１　ＰＣＲ扩增得到ＰＲＤＭ１４目的基因

（二）ｐｃＤＮＡ３１质粒双酶切电泳结果

ｐｃＤＮＡ３１质粒图谱如图２所示，通过建立
酶切反应体系进行双酶切，获得线性化载体片

段，琼脂糖凝胶电泳检测结果如图３所示，双
酶切产物条带位置与原始质粒线性条带位置一

图２　ｐｃＤＮＡ３１质粒图谱
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图３　载体双酶切电泳鉴定

　

图４　菌液ＰＣＲ鉴定阳性克隆

　

图５　重组质粒电泳结果

致，说明酶切完全，可以进行胶回收，得到高

浓度的线性化载体片段。

（三）过表达ＰＲＤＭ１４真核表达载体的构建

通过酶切连接的方式将 ＰＲＤＭ１４片段重组
到ｐｃＤＮＡ３１载体的多克隆位点，构建成 ｐｃＤ
ＮＡ３１－ｐｒｄｍ１４的重组载体。经过大肠杆菌扩
增和菌液ＰＣＲ鉴定，ＰＣＲ鉴定时选择载体上的
Ｔ７位点设计上游引物，在插入目的基因片段上
设计下游引物，琼脂糖凝胶电泳鉴定结果如图４
所示，在２１７ｂｐ处有单一条带的即为阳性克隆，
阳性克隆菌测序鉴定正确。提取重组质粒，琼

脂糖凝胶电泳鉴定结果如图５所示，条带位置
在７１００ｂｐ左右，与预期一致，测定其浓度为
５９６ｎｇ／μＬ。

（四）ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测ＰＲＤＭ１４蛋白的表达

复苏培养人非小细胞肺癌细胞系 ＮＣＩ－
Ｈ１９７５，待细胞生长至汇合度达 ７０％，以合适
密度接种至细胞培养板。利用去内毒素质粒大

提试剂盒回收重组质粒 ｐｃＤＮＡ３１－ｐｒｄｍ１４，采
用脂质体转染重组质粒至细胞，７２ｈ后收集细
胞并提取蛋白质。经过 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测分析，
目的蛋白 ＰＲＤＭ１４在 ＮＣＩ－Ｈ１９７５细胞中可以
正常表达 （如图６所示）。

结语

肺癌是世界上最常见的恶性肿瘤之一，发

病率和死亡率长居前列，同时，还有着早期诊

断率低、化疗副作用大、五年生存率较低等问

题。近年来，探索非小细胞肺癌的靶向治疗方

图６　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测ＰＲＤＭ１４蛋白的表达

式主要有两个方向：一个是为没有特异性药物

的已知驱动基因寻找到有效的靶向药物，另一

个是寻找新的驱动基因。越来越多的非小细胞

肺癌晚期病人接受了靶向药物的治疗，明显延

长了无进展生存期和总生存期，提高了生活质

量。目前，已有研究表明 ＰＲＤＭ１４与非小细胞
肺癌的发生发展有着密不可分的联系，进一步

探究ＰＲＤＭ１４对非小细胞肺癌细胞增殖过程的
影响，有望为寻找新的治疗靶点提供理论依据。

本研究以人胚胎干细胞ｃＤＮＡ为模板，ＰＣＲ
扩增ＰＲＤＭ１４基因片段，将其连接至ｐｃＤＮＡ３１
载体并转染至非小细胞肺癌细胞 ＮＣＩ－Ｈ１９７５
中，成功构建了过表达 ＰＲＤＭ１４的非小细胞肺
癌细胞株，为后续深入研究该基因的功能提供

了重要的实验材料。
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